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論 文 内 容 の 要 旨 
〔 目  的 〕 
 DNA メチル化は遺伝子の発現抑制やレトロトランスポゾンの抑制などに重要であるが、どのようにして特定の
DNA 配列がメチル化されるかについては明らかになっていることは少ない。哺乳類では、現在までに DNA メチル化
活性を持つ蛋白質として Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3a の N 末端欠損型である Dnmt3a2、Dnmt3b の４種類が同定さ
れている。また Dnmt3a、3b と類似しているが活性領域を欠損している Dnmt3L が報告されている。Dnmt3L は ES
細胞と生殖細胞で特異的に発現し、生殖細胞における DNA メチル化に重要であることが知られている。そして in 
vitro の系において Dnmt3L は Dnmt3a または Dnmt3b と相互作用し DNA メチル化活性を増強することが報告され
ている。しかし、Dnmt3L の遺伝子破壊マウスの精巣における表現型は Dnmt3a 遺伝子破壊マウスの表現型と類似す
るが Dnmt3b 遺伝子破壊マウスの表現型とは類似しないことが明らかとなっている。 
 以上のように Dnmt3 蛋白質はお互いに相互作用していることが示唆されている。本研究では Dnmt3L が ES 細胞
や精巣において実際にどのように機能しているかを明らかにする。 
〔 方法ならびに成績 〕 
 培養細胞に強制発現を行なった Dnmt3L は細胞質に局在し、内在性の Dnmt3L 蛋白質の局在とは異なることが示
唆されている。そこで私は抗 Dnmt3L 抗体を作製し、内在性 Dnmt3L の局在が核内であり、核内において特殊な foci
を形成していることを明らかにした。次にこの Dnmt3L の局在パターンが他の Dnmt3 蛋白質に相関しているか検討
するため、Dnmt1、Dnmt3a、Dnmt3b、Dnmt3a Dnmt3b 遺伝子破壊 ES 細胞を用いて Dnmt3L の局在を確認した。
その結果、Dnmt3L の核局在は Dnmt3a、Dnmt3b 両方に影響されるが、核内の Dnmt3L foci は Dnmt3a に特異的
に依存していることが明らかとなった。さらに、ES 細胞における Dnmt3L 局在パターンが、ES 細胞で発現してい
る Dnmt3a2 に依存していることを検証するため、Dnmt3a Dnmt3b 遺伝子破壊 ES 細胞に Dnmt3a、Dnmt3a2、
Dnmt3b をそれぞれ発現させた。その結果 Dnmt3a2 を発現させた場合にのみ Dnmt3L の局在が元に戻ることが明ら
かとなった。次に抗 Dnmt3L 抗体を用いた免疫沈降実験によって、Dnmt3L と他の Dnmt3 蛋白質との相互作用を検
【108】
 ― 221 ― 
討した。細胞においても、マウス胎仔精巣においても、Dnmt3L は Dnmt3a2 と特異的に複合体形成していることが
示された。一方、実際に Dnmt3L と Dnmt3a が協調的に DNA をメチル化することを示すため、一遺伝子座におけ
る DNAメチル化状態を様々な Dnmt3遺伝子破壊 ES細胞で調べた結果、Dnmt3bを欠損しても影響は見られないが、
Dnmt3a あるいは Dnmt3L の一方を欠損すると著しく脱メチル化される CpG 配列の存在が示された。この結果、ゲ
ノムには Dnmt3L と Dnmt3a2 の両方を必要とする CpG 配列があることが示された。 
 以上の結果より、細胞核内において Dnmt3L は Dnmt3a2 と特異的に相互作用し、活発な DNA メチル化機能を担
っていることが示唆された。 
〔 総  括 〕 
 我々は今回 ES 細胞と胎仔精巣を用いて内在性の Dnmt3L が Dnmt3aのバリアントである Dnmt3a2と特異的に相
互作用し、特定の DNA メチル化を誘導することを示した。しかしながら、Dnmt3L が最も機能していると言われて
いる胎仔精巣において、レトロトランスポゾン配列やインプリント遺伝子に対するメチル化が Dnmt3L と Dnmt3a2
によって実際に行なわれているかどうか不明なままである。また、Dnmt3L は他の蛋白質とも相互作用し機能してい
る可能性が強いが、Dnmt3a2 以外にどのような因子と相互作用しているかについても不明である。今後このような
問題に対し取り組んでいく必要があると考えている。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 DNA メチル化は遺伝子の発現抑制やレトロトランスポゾンの抑制などに重要であり、DNA メチル化活性を持つ蛋
白質として３種類の Dnmt 遺伝子が同定されている。Dnmt ファミリーに属する Dnmt3L は ES 細胞と生殖細胞で特
異的に発現する遺伝子であり、メチル化活性を保持していないにも関わらず、レトロトランスポゾン配列のメチル化
やインプリント遺伝子のメチル化に重要な蛋白質である。このことから、Dnmt3Lが他のDnmt蛋白質と相互作用し、
機能していることが考えられてきたが、どの Dnmt 蛋白質と生体内において相互作用しているかは不明であった。 
 本研究により Dnmt3L が Dnmt3a2 と物理的に相互作用し DNA メチル化を促進していることが明らかとなった。
また、Dnmt3a2 が Dnmt3L を適切なクロマチン上に結合させていることも明らかとなった。このように今まで不明
な点が多かった Dnmt 蛋白質間の相互作用を本研究は明らかにしており、学位の授与に値すると考えられる。 
